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Estimaçªo da taxa de cruzamento da aceroleira
com base em dados isoenzimÆticos(1)
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Resumo  A aceroleira (Malpighia emarginata) Ø uma espØcie da família Malpighiaceae que produz
frutos com alto conteœdo de vitamina C. O crescimento da demanda da acerola e de seus derivados
causou a procura de variedades melhoradas, para expansªo dos plantios comerciais. O objetivo deste
trabalho foi obter informaçıes sobre o sistema de cruzamento de um pomar de aceroleiras localizado em
Visconde do Rio Branco, MG. Dez famílias oriundas de sementes de polinizaçªo natural foram genotipadas
usando-se sete locos izoenzimÆticos (Idh, Mdh-1, Mdh-2, Pgm-1, Pgm-2, Est-1 e Pod), e os dados
foram submetidos a anÆlise pelo modelo misto de cruzamento. A estimativa da taxa de cruzamento da
populaçªo utilizando todos os locos simultaneamente nªo diferiu estatisticamente de 1,00. Nas famílias,
as estimativas variaram de 0,68 a 1,00, e duas diferiram significativamente de 1,00. Conclui-se que a
aceroleira Ø predominantemente alógama e que a taxa de cruzamento varia entre famílias, fato que deve
ser levado em consideraçªo em programas de melhoramento e conservaçªo de germoplasma.
Termos para indexaçªo: marcadores genØticos, genótipos, identificaçªo, reprodutividade.
Estimation of outcrossing rates in acerola (Malpighia emarginata) based on isoenzymic data
Abstract  Acerola (Malpighia emarginata) is a species of Malpighiaceae family that produces fruits
with high vitamin C content. The increasing demand for acerola and its derived products caused the
search for improved varieties to expansion of commercial plantation. The objective of this work was to
gain information about a breeding system from an acerola population located in Visconde do Rio
Branco, MG, Brazil. Ten families originating from seeds of a natural pollination were used. Plants were
assayed for seven isoenzymatic loci (Idh, Mdh-1, Mdh-2, Pgm-1, Pgm-2, Est-1 and Pod) and the data
were analyzed using a mixed mating model. Multilocos outcrossing rate estimate for population did not
differ statistically from 1.00, whereas estimates ranged from 0.68 to 1.00 between families, and two
estimates were significantly different from 1.00. Acerola is predominately allogamous and outcrossing
rate varied between families; this fact should be taken into consideration in further breeding programs
and germoplasm conservation.
Index terms: genetic markers, genotypes, identification, reproductive performance.
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Introduçªo
A propagaçªo natural da aceroleira (Malpighia
emarginata) ocorre por via sexuada; porØm, segun-
do Bosco et al. (1995), ainda nªo se definiu se a
aceroleira Ø uma planta autógama, alógama, ou
autógama com alta taxa de alogamia. A flor da
aceroleira apresenta algumas características de es-
pØcie autógama  flor completa, amadurecimento si-
multâneo do androceu e gineceu, ausŒncia de barrei-
ras físicas que impeçam ou dificultem o recebimento
do pólen no estigma da mesma flor  e Ø comum a
produçªo de frutos em plantas isoladas em quintais.
Alguns fatores sugerem que a espØcie nªo seja pre-
dominantemente autógama. Nos plantios comerciais
originados de mudas obtidas por via sexuada, Ø ob-
servada grande variabilidade fenotípica, sugerindo
a ocorrŒncia de segregaçªo e recombinaçªo gŒnica
(Paiva et al., 1999). A partir da autopolinizaçªo ma-
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nual e de botıes florais protegidos foi obtida baixa
ou nula fixaçªo de  frutos sendo constatada maior
fixaçªo de frutos quando ocorreu polinizaçªo natu-
ral e polinizaçªo cruzada manual (Lopes et al., 2000).
O sistema de cruzamento Ø o ponto principal na
anÆlise da organizaçªo genØtica das populaçıes, pois
ao determinar os padrıes pelos quais os gametas
sªo transportados de geraçªo para geraçªo exerce
um controle primÆrio sobre as distribuiçıes das fre-
qüŒncias genotípicas e afeta o potencial de
recombinaçªo das populaçıes, moderando ou ace-
lerando a taxa de produçªo de novas combinaçıes
gŒnicas e a perda de algumas jÆ existentes
(Allard, 1971).
Segundo Shaw & Allard (1982), os sistemas de
cruzamento em plantas geralmente sªo descritos
pelo modelo misto de cruzamento, no qual se
determina a proporçªo de progŒnies provenientes
de autofecundaçªo (s) e de fecundaçªo cru-
zada (t =1 - s).  As estimativas dos parâmetros do
sistema misto de cruzamento, taxa de cruzamento (t)
e taxa de autofecundaçªo (s) sªo necessÆrias para
que sejam utilizadas estratØgias adequadas na ob-
tençªo de variedades melhoradas e se avalie a viabi-
lidade de tais estratØgias, definindo o tipo de varie-
dade a ser recomendada para cultivo comercial
(linhagens, híbridos, clones).
As inferŒncias sobre a maneira como ocorrem os
cruzamentos podem ser feitas a partir da distribuiçªo
de marcadores genØticos nas famílias, de maneira
especial os co-dominantes, classe em que se enqua-
dram as isoenzimas. Estudos do sistema de cruza-
mento baseados em dados isoenzimÆticos foram re-
alizados em diversas espØcies perenes, como
Eucalyptus urophylla (House & Bell, 1994), Acacia
nilotica (Mandal & Ennos, 1995), Fagus sylvatica
(Rossi et al., 1996), Pinus sylvestris (Burczyk, 1998),
Pterocarpus macrocarpus (Liengsiri et al., 1998),
Dryobalanops aromatica (Lee, 2000) e Eucalyptus
marginata (Millar et al., 2000), e tambØm em inœme-
ras espØcies anuais.
As principais vantagens do uso de marcadores
isoenzimÆticos na estimaçªo dos parâmetros do sis-
tema de cruzamento estªo relacionadas ao fato de
serem geralmente marcadores co-dominantes, per-
mitirem a anÆlise ainda no estÆdio de plântula e por
serem as populaçıes de plantas, em geral,
polimórficas para vÆrios locos isoenzimÆticos (Brown
& Allard, 1970). Marcadores co-dominantes permi-
tem a identificaçªo do genótipo (homozigoto ou
heterozigoto) sem a necessidade de testes de progŒ-
nies, e alØm disso, os processos de estimaçªo base-
ados nesse tipo de marcadores sªo mais eficientes.
A possibilidade de caracterizaçªo das plântulas logo
após a germinaçªo diminui o tempo necessÆrio para
se obter informaçıes a respeito do sistema de cruza-
mento. O nœmero de locos analisados estÆ relacio-
nado à precisªo das estimativas. Em geral, analisan-
do-se um maior nœmero de locos pode-se atingir es-
timativas mais precisas. AlØm disso, Ø possível obter
e comparar taxas de cruzamento verificadas a partir
de locos individuais e de locos mœltiplos para mais
informaçıes sobre a endogamia.
O objetivo deste trabalho foi estimar os parâmetros
do sistema de cruzamento da aceroleira.
Material e MØtodos
As anÆlises foram feitas utilizando-se 10 famílias, oito
compostas de 16 plantas, uma de 18 plantas e uma de
12 plantas. As matrizes (genitores maternos) foram toma-
das aleatoriamente no pomar da Universidade Federal de
Viçosa, que possui aproximadamente 130 plantas, locali-
zado no Município de Visconde do Rio Branco, MG.
Em março de 1998, frutos maduros foram coletados e
despolpados em Ægua corrente, e as sementes secadas à
sombra. Após a secagem, as sementes foram semeadas em
caixas com vermiculita, onde permaneceram atØ a germina-
çªo; quando apareceu o primeiro par de folhas definitivas,
as plântulas foram transplantadas para copos de plÆstico
de 300 mL, preenchidos com substrato composto de 50%
de terra, 25% de areia grossa e 25% de esterco e mantidos
em casa de vegetaçªo.
Na genotipagem multilocos das progŒnies, a amostragem
das folhas para obtençªo do extrato bruto, utilizado nas
corridas eletroforØticas, foi feita quando as plantas apre-
sentavam aproximadamente cinco meses de idade. Foram
utilizados sete locos isoenzimÆticos: isocitrato
desidrogenase (Idh), malato desidrogenase 1 e 2 (Mdh-1 e
Mdh-2), fosfoglucomutase 1 e 2 (Pgm-1 e Pgm-2), esterase
(Est-1) e peroxidase (Pod). Os locos foram escolhidos a
partir do estudo realizado por Lopes (1999), por terem
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apresentado boa definiçªo, serem polimórficos, nªo apre-
sentarem sobreposiçªo de bandas, alelos nulos ou outros
artefatos e permitirem a interpretaçªo segura dos padrıes
de segregaçªo necessÆria para a genotipagem das pro-
gŒnies.
Os genótipos foram representados por nœmeros que
correspondem aos alelos apresentados pelo indivíduo.
O alelo nœmero 1 corresponde à banda de maior migraçªo
na regiªo do gel referente ao loco; o alelo nœmero 2
corresponde à segunda banda de maior migraçªo, e assim
sucessivamente. Nos casos em que nªo foi possível deter-
minar o genótipo do indivíduo, utilizou-se o nœmero 0.
Após a genotipagem multilocos das famílias, foi
verificada a proporçªo de indivíduos provenientes de cru-
zamento nªo ambíguo de cada uma das famílias, ou seja,
indivíduos portadores de um ou mais alelos nªo apresenta-
dos pelo genitor feminino.
No cÆlculo das estimativas dos parâmetros do sistema
de cruzamento, utilizou-se o programa MLTR (Ritland,
1990). O mØtodo de estimaçªo utilizado pelo programa Ø
baseado em equaçıes de mÆxima verossimilhança (Ritland,
1983). Esse processo de estimaçªo Ø empregado quando
os genótipos dos genitores femininos sªo conhecidos e as
freqüŒncias gŒnicas no conjunto de pólen sªo desconheci-
das. Pelo fato de as progŒnies envolverem duas ou mais
classes genotípicas de genitores femininos, foi possível a
estimaçªo simultânea da taxa de cruzamento e das freqüŒn-
cias alØlicas no conjunto de pólen. As estimativas de mÆxi-
ma verossimilhança foram encontradas por meio da deri-
vaçªo do logaritmo da funçªo de verossimilhança de forma
que esta tenda a zero, ou seja, maximizando a funçªo.
Foram obtidas as estimativas dos seguintes parâmetros:
a) Tm = taxa de cruzamento com base em multilocos, en-
contradas a partir de genótipos compostos, para a popula-
çªo e para as famílias individualmente; b) TsmØdio = taxa de
cruzamento uniloco mØdia, para comparaçªo com a taxa de
cruzamento com base em multilocos; c) F = índice de fixa-
çªo; d) p = freqüŒncia gŒnica no conjunto de pólen e óvu-
lo; e) variâncias das estimativas.
As variâncias das estimativas foram encontradas pelo
mØtodo Bootstrap, cujas plantas dentro das famílias fo-
ram a unidade de reamostragem, obtendo-se, entªo, os des-
vios-padrıes a 95% de intervalo de confiança e, com isso,
a significância dos valores das taxas de cruzamento.
Resultados e Discussªo
A proporçªo de progŒnies provenientes de cru-
zamento nªo ambíguo foi de 37,5% nas famílias 2, 8 e
9; 66,7% na família 3; 87,5% nas famílias 6 e 10; 93,75%
nas famílias 4, 5 e 7; e 94,4% na família 1. Segundo
Shaw et al. (1981), a probabilidade de observaçªo
direta de cruzamento, isto Ø, da ocorrŒncia de cruza-
mentos nªo ambíguos, aumenta com o nœmero de
locos, o nœmero de alelos por loco e tambØm com as
freqüŒncias dos alelos mais próximas. Assim, a vari-
açªo da proporçªo de cruzamentos nªo ambíguos
observada entre as famílias Ø decorrente do nœmero
de locos em homozigose apresentado pelo genitor
feminino e da freqüŒncia, no conjunto de pólen, dos
alelos que este nªo apresenta.
Os valores das estimativas de mÆxima verossimi-
lhança dos parâmetros do sistema de cruzamento,
obtidos pelo mØtodo de maximizaçªo da esperança
(EM), foram sempre menores em valor absoluto do
que os obtidos pelo mØtodo de Newton-Ranpson
(NR) (Tabela 1). O mØtodo EM limita as estimativas
da taxa de cruzamento ao intervalo 0-1, enquanto
pelo mØtodo NR essas estimativas podem variar de
0-2. Ambos os mØtodos apresentam estimativa da
taxa de cruzamento com base em multilocos nªo dife-
rindo significativamente de 1, evidenciando que na
populaçªo as freqüŒncias genotípicas na geraçªo
avaliada estªo de acordo com o esperado em uma
populaçªo alógama. Em relaçªo à taxa de cruzamen-
to uniloco mØdia, a estimativa obtida pelo mØtodo
EM (0,945) foi inferior à encontrada pelo mØtodo NR
(1,004). O valor negativo da estimativa do índice de
fixaçªo obtido pelo mØtodo NR bem como o valor
zero pelo mØtodo EM indicam a nªo-ocorrŒncia de
endogamia na populaçªo.
A comparaçªo dos parâmetros tm e tsmØdia eviden-
cia a ausŒncia de cruzamento entre parentes, uma
vez que a diferença entre eles Ø praticamente zero
(Tabela 1). De acordo com Shaw & Allard (1982), a
diferença positiva indica a ocorrŒncia de cruzamento
correlacionado (endogamia biparental), pois, quan-
do ocorre endogamia decorrente do cruzamento en-
tre parentes em adiçªo à autofecundaçªo, espera-se
que as estimativas multilocos de t sejam maiores do
que as estimativas uniloco. Segundo Robinson
(1998), a diferença entre tm e tsmØdia tambØm pode ser
decorrente da heterogeneidade nas freqüŒncias
alØlicas durante o período de florescimento (resul-
tantes da defasagem no florescimento ou das dife-
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renças em fecundidade entre as plantas). Portanto, a
diferença nªo-significativa encontrada revela que a
freqüŒncia alØlica no conjunto de pólen que efetiva-
mente contribuiu na formaçªo dos novos zigotos dis-
tribuiu-se uniformemente sobre os genitores femini-
nos.
As estimativas de mÆxima verossimilhança da taxa
de cruzamento das famílias, com base em multilocos,
obtidas pelo mØtodo EM variaram de 0,68 a 1,00, e de
0,68 a 2,00, pelo mØtodo NR (Tabela 1). Junghans
et al. (1998) afirmaram que as estimativas da taxa de
cruzamento maiores do que 1,00 nªo devem ser con-
sideradas pelo seu valor nominal nem descartadas,
mas sim interpretadas como 100% de cruzamento.
As taxas de cruzamento das famílias 3 e 9 obtidas
pelo mØtodo EM diferiram significativamente de 1,00,
indicando a ocorrŒncia de autofecundaçªo nessas
famílias. Na família 2, verificou-se a nªo-convergŒn-
cia da estimativa de mÆxima verossimilhança pelo
mØtodo NR (tm = 2,00). Segundo Ritland & Jain (1981),
valores da taxa de cruzamento iguais a 2,00 ocorrem
porque a distribuiçªo dos genótipos nas progŒnies
nªo permite a convergŒncia das estimativas a um
valor œnico, e isto indica que estÆ ocorrendo uma ou
mais violaçıes das pressuposiçıes do modelo.
De acordo com esses autores, as principais causas
da nªo-convergŒncia das estimativas de mÆxima ve-
rossimilhança sªo a interpretaçªo incorreta dos
genótipos dos genitores femininos, nœmero reduzi-
do de plantas por família, pequeno nœmero de famíli-
as e genótipos maternos apresentando a maioria dos
locos em estado de heterozigose.
Para o ajuste dos dados ao modelo, este pressu-
pıe que todos os genótipos maternos cruzam a uma
mesma taxa a partir de um conjunto de pólen que se
distribui uniformemente sobre a populaçªo, ausŒn-
cia de seleçªo, mutaçªo ou deriva genØtica, afetando
os locos marcadores e segregaçªo mendeliana sim-
ples dos alelos em plantas maternais heterozigotas
(1:1), tanto para produçªo de pólen como de óvulo.
Utilizando-se a estatística qui-quadrado para a
comparaçªo das proporçıes esperadas e observa-
das das classes genotípicas das progŒnies, Ø possí-
vel detectar algumas violaçıes do modelo misto de
cruzamento, caso estas sejam suficientemente expres-
sivas. Tais violaçıes incluem o favorecimento de
heterozigotos após o evento de cruzamento, correla-
çıes de freqüŒncias gŒnicas no conjunto de pólen
com genótipos maternos durante o cruzamento e taxa
de cruzamento dependente do genótipo
(Ritland, 1983).
A comparaçªo das freqüŒncias esperadas e ob-
servadas das classes genotípicas das progŒnies, para
cada loco individualmente, indica que violaçıes do
modelo estªo ocorrendo nos locos Idh e Est-1, o que
pode ser verificado pela baixa probabilidade da esta-
tística qui-quadrado (Tabela 2). No loco Idh, verifi-
ca-se que a freqüŒncia de indivíduos heterozigotos
observada apresentou-se superior à esperada nas
progŒnies provenientes das trŒs classes de
genótipos dos genitores femininos. Essa observa-
çªo sugere que a seleçªo favorecendo o heterozigoto
pode estar ocorrendo nesse loco. Oliveira (1997) apre-
sentou relaçıes entre genótipos heterozigotos da
enzima IDH e a alta taxa de germinaçªo em acessos
de Bidens pilosa.
De acordo com Ritland (1983), freqüentemente sªo
encontrados desvios significativos das freqüŒncias
Tabela 1. Estimativas de mÆxima verossimilhança da taxa
de cruzamento da aceroleira com base em multilocos (tm)
em nível de populaçªo e de dez famílias e uniloco mØdia
(tsmØdia), índice de fixaçªo (F) e diferença das estimativas
de tm e tsmØdio da populaçªo obtidas pelos mØtodos auxili-
ares Newton-Ranpson e maximizaçªo da esperança(1).
(1)Erro-padrªo entre parŒnteses.
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esperadas. O autor ressaltou que quando vÆrios locos
sªo usados e, entre esses, poucos mostram desvios
significativos, nªo hÆ necessidade de descarte de
locos e que as estimativas multilocos tendem a ser
robustas diante de violaçıes das pressuposiçıes do
modelo. O loco Pgm-2 nªo foi incluído no teste por
apresentar grande nœmero de classes genotípicas com
valores esperados abaixo de cinco, decorrente do
fato de o sistema apresentar quatro alelos, dois com
baixa freqüŒncia associada ao nœmero de progŒnies
analisadas.
Diferenças significativas entre as freqüŒncias
alØlicas no conjunto de pólen que contribuem efeti-
vamente para o cruzamento e no conjunto de óvulo
foram encontradas nos locos Mdh-1 (P = 1,275) e
Pgm-2 (P = 3,235) (Tabela 3). Nos cinco demais  locos,
as freqüŒncias alØlicas podem ser consideradas ho-
mogŒneas, indicando que o conjunto de pólen foi
uma amostra aleatória das Ærvores adultas, as quais
foram satisfatoriamente representadas pelas Ærvores
maternas.
O teste qui-quadrado tambØm foi aplicado para
verificar a homogeneidade do nœmero de plantas
heterozigóticas provenientes de genitores femininos
homozigóticos de mesmo genótipo (Tabela 4). Quan-
do o cruzamento Ø aleatório e o conjunto de pólen Ø
distribuído de forma homogŒnea sobre a populaçªo,
espera-se que o nœmero de plântulas heterozigotas
seja o mesmo em famílias de genitores femininos com
mesmo genótipo homozigoto. Nªo foram encontra-
das diferenças estatísticas entre o nœmero de plan-
tas heterozigóticas provenientes de genitores femi-
ninos de mesmo genótipo homozigoto, o que sugere
que as plantas cruzaram a uma mesma taxa (Tabela 4).
Fu et al. (1992) comentaram que violaçıes das
pressuposiçıes do modelo considerado resultam em
inacurÆcia das estimativas de t e que pouco se sabe
sobre o viØs de t resultante das violaçıes das pres-
suposiçıes. Considerando os resultados obtidos me-
diante os testes aplicados, pode-se considerar que
os dados, embora com alguns indícios de violaçıes,
ajustam-se ao modelo aleatório de cruzamento e
proporcionaram estimativas robustas dos
parâmetros do sistema de cruzamento.
Tabela 2. Proporçıes genotípicas observadas e esperadas nas progŒnies de aceroleira e teste c 2 para verificaçªo da
hipótese de cruzamento aleatório populacional.
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(1)Idh: Isocitrato desidrogenase; Mdh-1: Malato desidrogenase 1; Mdh 2: Malato desidrogenase 2; Est-1: Esterase 1; Pgm-1: Fosfoglucomutase 1;
Pod: Peroxidase.
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Conclusıes
1. A aceroleira demonstra ser uma espØcie predo-
minantemente alógama.
2. A taxa de cruzamento natural da aceroleira va-
ria entre famílias.
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(1)Erro-padrªo entre parŒnteses. (2)Idh: Isocitrato desidrogenase; Mdh-1: Malato desidrogenase 1; Mdh-2: Malato desidrogenase 2; Est-1: Esterase 1;
Pgm-1: Fosfoglucomutase 1; Pod: Peroxidase.
Tabela 4. Teste c 2 para verificaçªo da homogeneidade do nœmero de plantas heterozigotas provenientes de genitores
femininos de mesmo genótipo homozigoto.
(1)Idh: Isocitrato desidrogenase; Mdh-1: Malato desidrogenase 1; Mdh-2: Malato desidrogenase 2; Est-1: Esterase 1; Pgm-1: Fosfoglucomutase 1.
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